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Micro·organismen weten wel
weg met de meeste stoffen die de mens
als verontreiniging in de bodem heeft ge·
bracht. Bacteriën, schimmels en gisten in de
bodem zijn specialisten in de afbraak van al·
lerlei afvalmateriaal. Zij kunnen talloze na·
tuurlijke en door de mens geproduceerde
stoffen omzetten. Uiteindelijk blijven er een-
voudige, onschadelijke stoffen over. Willen
we micro-organismen ons afval laten oprui-
men, dan moeten we ze daarbij wel een
handje helpen. Bodemverontreiniging is een
enorm milieuprobleem, maar de natuur
heeft haar antwoord al klaar.

MILIEU
Biologische afbraak van organische verbindin-
gen, biodegradatie, vindt plaats door bacteriën,
schimmels en gisten, die op die manier in hun
energiebehoefte voorzien. Het maakt voor die
micro-organismen in wezen niet uit of ze teren
op natuurlijke stoffen of op wat wij zoal in het
milieu hebben gebracht. Bedrijven die de sane-
ring van vervuilde terreinen ter hand nemen,
maken dankbaar gebruik van dit natuurlijke af-
braakproces. Zij beschikken inmiddels over
een aardig arsenaal biotechnologische bodem-
saneringstechnieken. .
In dit artikel wordt uiteengezet hoe micro-
organismen organische verbindingen omzet-
ten, welke factoren daarbij van belang zijn en
welke maatregelen de afbraak van bodemver-
ontreinigende verbindingen stimuleren.
Biodegradatie verloopt in het ideale geval
onder invloed van micro-organismen die orga-
nische verbindingen mineraliseren - afbreken
tot eenvoudige, anorganische stoffen. De eer-
ste stap in de mineralisatie is opname van de or-
ganische verbindingen en omzetting daarvan
tot stoffen die deel uitmaken van de centrale
stofwisseling van het organisme (zoals acetaat,
citraat, pyruvaat en methanol). Deze stoffen
worden vervolgens geoxydeerd tot C02 en
H20. Bij deze reacties komt energie vrij, die de
cel kan gebruiken voor de opbouw van celma-
teriaal en voor deling. De organismen nemen in
aantal toe en er is sprake van groei (afb. 1).
In chemische termen kunnen we mineralisa-
tie beschouwen als een reeks redoxreacties, met
andere woorden, er worden steeds elektronen
overgedragen van de ene op de andere stof. Als
elektronenacceptor (oxydator) gebruiken de
meeste micro-organismen zuurstof, 02, maar
er zijn ook andere mogelijkheden, zoals nitraat,
sulfaat en organische stoffen. Al deze omzet-
tingen verlopen onder invloed van enzymen, de
door het organisme geproduceerde eiwitmole-
kulen die als katalysator optreden.
Voor afbraak van milieuvreemde stoffen (xe-
nobiotica) moeten organismen beschikken
over speciale enzymen die deze verbindingen
kunnen aanpakken en omzetten in produkten
die passen in de centrale stofwisseling. Voor
synthetische stoffen die sterk afwijken van ver-
bindingen van natuurlijke oorsprong, zijn de




gingen bij afbraak eerst om
inmetabole intermediairen,
stoffen die deel uitmaken
van de normale stofwisse-






het organisme voor de op-
bouw van celonderdelen
en voor celdeling, zodat de




2. In afwachting van sloop
en sanering is een veront-
reinigde straat geïsoleerd
met behulp van een dam-
wand. Die moet voorkomen
dat de vervuilende stoffen
zich via het grondwater
verspreiden.
3. Deze bacteriën slaan de
albraakprodukten van olie
als polymeer in zichzelf op.
Het is nog niet duidelijk wat
er met de was gebeurt wa-
neer de bacterie sterft en
zijn celinhoud in het milieu
terechtkomt.
3
micro-organismen die ze maken - vaak niet of
nauwelijks voorhanden. De afbraak verloopt
dan niet of langzaam. We spreken van persis-
tente verbindingen wanneer ze niet worden af-
gebroken en van recalcitrante verbindingen
wanneer de afbraak maar langzaam verloopt.
Omzetting van milieuvreemde verbindingen
Vaak zijn organismen die verantwoordelijk zijn
voor de mineralisatie van verontreinigende ver-
bindingen in het laboratorium geïsoleerd en
nauwkeurig bestudeerd. Zo kennen we onder
meer organismen die alkanen (componenten
van ruwe olie en dieselolie), aromatische kool-
waterstoffen (uit benzine en oplosmiddelen),
acrylverbindingen (polymeerprecursors), al-
koholen, esters en ketonen (oplosmiddelen) of
sommige pesticiden voor hun rekening nemen.
Veel organische chloorverbindingen zijn las-
tig afbreekbaar. Dat komt doordat daarbij
splitsing van chemische bindingen tussen kool-
stof en chloor nodig is. Hiervoor produceren
sommige micro-organismen speciale enzymen,
maar slechts een minderheid van de in de bo-
dem aanwezige organismen is daartoe in staat.
Bij dergelijke verontreinigingen moeten de om-
standigheden dus geheel aan de eigenschappen
van enkele soorten worden aangepast voor het
verkrijgen van snelle afbraak.
Soms breken micro-organismen de vervui-
lende verbindingen maar gedeeltelijk af, waar-
na produkten vrijkomen die zich ophopen in de
micro-organismen of hun omgeving. Een voor-
beeld daarvan is de vorming van wasachtige
polymeren uit olie. Of dergelijke stoffen een
milieurisico met zich meebrengen staat nog niet
vast.
Gedeeltelijke afbraak betekent vaak dat de
verontreinigende verbinding geen geschikte
koolstofbron is voor de groei van het micro-or-
ganisme dat de betreffende omzetting uitvoert.
De stofwisselingsprodukten worden uitge-
scheiden, zonder dat het micro-organisme
voordeel had van de omzetting. Dit proces
wordt cometabolisme genoemd, en is het ge-
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volg van het feit dat enzymen niet altijd volledig
selectief zijn. Wanneer een bepaalde stof erg
lijkt op een natuurlijke stof, kunnen de in de
bacterie aanwezige enzymen die soms toevallig
omzetten in stoffen waar het organisme verder
niets aan heeft. Voor een aantal verontreinigin-
gen staat inmidels vast dat cometabolisme de
enige manier is waarop afbraak plaatsvindt.
Beschikbaarheid van verontreinigingen
Voordat micro-organismen een verontreirn-
ging kunnen afbreken, moet die oplossen in het
water dat de bodemdeeltjes omgeeft. Dit pro-
ces staat bekend als solubilisatie. De meeste or-
ganische bodemverontreinigingen zijn lipofiel




4. Biodegradatie stap voor
stap. Verontreinigingen
kunnen onopgelost als
deeltjes aanwezig zijn of
geabsorbeerd aan bodem-
materiaal. Na solubilisatie
en transport, kan de bacte-
rie de opgeloste verontrei-
nigingen opnemen. In de
bacterie zetten de veront-
reinigingenhetDNAaantot
de aanmaak van enzymen
die de stoffen afbreken.
5 en 6. Verontreinigde bo-
dems bieden tal van aan-
knopingspunten voor mi-
crobiologisch onderzoek.
Als slurrie in kleine flessen
(5) kunnen afbraak en bac-
teriegroei nauwgezet wor-
den gevolgd door telkens
met een spuit een monster
uit de fles te nemen en dat
te analyseren. De molen
zorgt voor een voortduren-
de menging van water en
grond. RIVM-onderzoe-
kers staken met stalen ci-
linders grondkolommen uit
een verontreinigde bodem
(6) en namen de gevulde
cilinders mee naar het lab.
Daar konden zij onder ver-
schillende omstandighe-
den de omzettingen in de
bodem volgen. Toediening
van waterstofperoxide




vetachtige stoffen. Ze komen vaak als onopge-
loste deeltjes of geabsorbeerd in organisch bo-
demmateriaal in de grond voor. In deze vorm
zijn de verontreinigingen niet beschikbaar voor
de micro-organismen. Erg slecht oplosbare
verbindingen, zoals polycyclische aromatische
koolwaterstoffen (PAK's), kunnen maar heel
langzaam worden afgebroken.
Solubilisatie is een proces dat beter verloopt
naarmate de temperatuur en het vochtgehalte
hoger zijn en de grond en verontreinigingen be-
ter gehomogeniseerd zijn. Technisch is aan de-
ze voorwaarden vrij eenvoudig te voldoen.
Voor de afbraak van olieprodukten in de bo-
dem is het vaak nodig de microbiologische acti-
viteit in het algemeen op te voeren. Dat kan
door voedingstoffen toe te voegen of door de
temperatuur te verhogen. Micro-organismen
kunnen het in oplossing gaan van verontreini-
gingen bevorderen door uitscheiding van emul-
gerende stoffen of doordat ze enzymen uit-
scheiden die de verontreinigingen omzetten in
beter oplosbare verbindingen. Wanneer de ver-
ontreinigingen zich in onopgeloste vorm in de
poriën van bodemdeeltjes bevinden, zijn ze niet
beschikbaar voor afbraak.
De opgeloste verontreinigingen moeten bij
de micro-organismen terechtkomen, of omge-
keerd. Dit kan door stroming of door diffusie.
Diffusie zal traag verlopen bij grote en lipofiele
stoffen die sterk aan het bodemmateriaal hech-
ten, maar beter gaan bij kleine, wateroplosbare
verbindingen. Bij in-situ-technieken voor bio-
logische bodem reiniging laten de saneerders de
grond zitten waar zij zit. Zij leggen een grond-
waterstroming aan die het transport van ver-
ontreinigingen en de groei van micro-organis-
men stimuleert.
Afbraak
Afbraak vindt meestal in de cel plaats. Daar be-
vinden zich immers de enzymen die de afbraak
van kleine verbindingen katalyseren. Voor af-
braak op kan treden, moet het micro-organis-
me de verontreinigingen dus eerst opnemen.
De opname van apolaire verbindingen verloopt
vermoedelijk via diffusie door de celmem-
braan, een stap die doorgaans snel verloopt.
Transporteiwitten in de membraan kunnen po-
laire stoffen actief in de cel opnemen.
Zodra een verbinding is opgenomen, staat
soms een nieuwe hindernis afbraak in de weg.
Er kan eerst nog een proces van inductie aan
vooraf moeten gaan. Dat betekent dat het mi-
cro-organisme de enzymen die de afbraak van
de verontreiniging katalyseren, pas vormt wan-
neer het met deze stof in contact komt. Deze in-
ductie verloopt soms alleen wanneer het orga-
nisme geen andere, eenvoudiger afbreekbare,
koolstofbron tot zijn beschikking heeft.
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Aangezien de bacteriële enzymen zijn toege-
sneden op omzettingen van natuurlijke stoffen,
hebben zij niet veel vat op verontreinigende
stoffen waarvan de structuur sterk afwijkt van
in de natuur voorkomende verbindingen. De
mate waarin een verontreiniging 'natuur-
vreemd' is, bepaalt mede de snelheid van af-
braak. Trage afbraak treedt onder meer op bij
gechloreerde oplosmiddelen en organochloor-
pesticiden. Vaak hebben synthetische chemica-
liën een molekulaire structuur die chemisch
veel stabieler is dan die van verbindingen die
micro-organismen in de natuur hebben leren
afbreken. Stoffen als DDT, aldrin, hexachloor-
benzeen, perchlooretheen en PCB's kunnen
zich dan ook jarenlang in het milieu ophouden
zonder dat ze worden afgebroken. Als gevolg
van dit persistente gedrag kunnen de stoffen
zich ophopen in voedselketens en de dieren aan
het einde van zo'n keten schade berokkenen.
Milieucondities
De voor afbraak verantwoordelijke micro-or-
ganismen hebben voor hun groei behalve orga-
nische verbindingen ook water, zuurstof en an-
organische nutriënten (zoals fosfaat, stikstof,
zwavel en metalen) nodig. Wanneer we bacte-
riën het vuile werk voor ons willen laten op-
knappen, zullen we er dus voor moeten zorgen
dat zij over deze stoffen kunnen beschikken.
Maar er is meer nodig voor een snelle afbraak.
Temperatuur en pH spelen ook een belangrijke
rol. In een gesloten systeem kunnen we zelf de
beste omstandigheden voor groei scheppen. Zo
kan de temperatuur op zo'n twintig à dertig
graden celsius worden gebracht, het optimum
voor veel micro-organismen uit de bodem.
Wanneer we bovendien kalk aan de grond toe-
voegen, bereikt die al snel de gewenste pH, die
meestal tussen 7 en 7,5 ligt.
Aangezien de meeste verbindingen het best
onder aërobe omstandigheden worden afge-
broken, met zuurstof als elektronenacceptor,
speelt de toevoer van zuurstof een onmisbare
rol. Beluchting of toediening van een andere
7
Tabel Afbraak-belemmerende factoren












degrond tijdelijk een plaats
ineen depot. Kunststoffolie
moet voorkomen dat de





dat uit de berg grondzal sij-
pelen af naar een zuive-
ringsinstallatie.




slechts enkele soorten de
kans om onder gegeven
omstandigheden goed te
groeien. In dit monster zijn
dat een paar soorten die in
staat zijn gechloreerde
koolwaterstoffen af te bre-
ken.
8
bron van zuurstof, bijvoorbeeld waterstofpero-
xide, dat gemakkelijk ontleedt in water en
zuurstof, bevordert de afbraak.
Bij landfarming wordt de verontreinigde
grond in een dunne laag uitgespreid op een
kunststoffolie. De circa dertig centimeter dikke
laag wordt goed bemest en regelmatig omge-
ploegd. Ze is dan ook goed doorlucht. De
luchttoevoer via diffusie gaat het best bij een
laag vochtgehalte. Wanneer minder dan tien
procent van het poriënvolume is gevuld met
lucht neemt de snelheid van de gasdiffusie in de
bodem sterk af. Bij behandeling van de grond
als slurrie kan zuurstoftoevoer door diffusie
nauwelijks optreden. Intensieve menging zal in
dat geval noodzakelijk zijn.
Bij in-situ-behandeling van verontreinigin-
gen beneden de grondwaterspiegel moet zuur-
stoftransport via het water plaatsvinden door
zuurstofhoudend water rond te pompen. Aan
dat water kan eventueel nitraat of waterstof-
peroxide als extra elektronenacceptor worden
toegevoegd.
Aërobe of anaërobe afbraak
Biodegradatie van organische verbindingen
gebeurt vooral door heterotrofe, aërobe micro-
organismen. Zij krijgen energie uit de oxydatie
van organische verbindingen die ze tegelijk ge-
bruiken als koolstofbron voor de groei. In de
praktijk tracht men bij biologische bodemsane-
ring vooral gebruik te maken van deze aërobe
afbraak.
Lange tijd werd aangenomen dat zuurstof
absoluut noodzakelijk is voor de afbraak van
koolwaterstoffen. Recent onderzoek heeft ech-
ter aangetoond dat afbraak met nitraat ook mo-
gelijk is, bijvoorbeeld bij de stoffen xyleen en
tolueen, zij het met lagere snelheid. Welke
koolwaterstoffen precies met nitraat als elek-
tronenacceptor kunnen worden afgebroken, is
nog onbekend.
Het komt ook voor dat microbiële omzetting
uitsluitend onder anaërobe omstandigheden
verloopt. De micro-organismen die bij die om-
zetting betrokken zijn, verdragen geen zuur-
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stof. Anaërobe organismen kunnen een aantal
gechloreerde koolwaterstoffen gedeeltelijk van
chloor ontdoen. Dit is onder andere aange-
toond voor hexachloorbenzeen, perchloor-
etheen, tetrachloormethaan en hoog-gechlo-
reerde PCB's. Voor enkele gechloreerde stof-
fen, zoals perchlooretheen en chloorbenzoaat,
geldt dat ze zelfs als elektronenacceptor kun-
nen optreden (zie afb. 1), waarbij de vervan-
ging van chlooratomen door waterstofatomen
minder-gechloreerde produkten oplevert. De-
ze kunnen meestal verder worden omgezet
door aërobe organismen.
In het algemeen verloopt de aërobe afbraak
van verbindingen, en zeker van koolwaterstof-
fen, veel sneller dan de anaërobe. Een aantal
stoffen, zoals oliecomponenten, wordt onder
anaërobe omstandigheden zelfs nauwelijks
omgezet. Praktijkvoorbeelden van succesvolle
projecten met anaërobe bodemreiniging zijn
nog niet te geven.
De afbraaksnelheid
Afbraak levert energie voor de groei, waardoor
de micro-organismen die de verontreinigingen
kunnen afbreken, zich vermenigvuldigen. Zo
kan in grond die is verontreinigd met olie, het
aantal organismen dat in staat is één of meerde-
re componenten van olie om te zetten, toene-
men van circa 106 tot 108 bacteriën per gram
grond. In grond die is verontreinigd met pen-
tachloorfenol is een toename van het aantal
pentachloorfenolafbrekende bacteriën van
1,5 · 102 tot 5 · 106 per gram grond waargeno-
men.
In principe neemt bij onbeperkte beschik-
baarheid van nutriënten het aantal organismen
exponentieel toe, en daarmee dus ook de af-
braaksnelheid. In de praktijk wordt dit echter
alleen waargenomen onder optimale condities
in het laboratorium. In de bodem treden de ex-
ponentiële groei en afbraak door een aantal
9
9. Bij landfarming krijgen
de bacteriën in dunne la-
gen verontreinigde grond
volop de kans hun werk te
doen. De grond wordt re-
gelmatig omgewerkten be-
mest, opdat er steeds vol-
doende zuurstof en nu-
triënten beschikbaar zijn.
In een kas blijft de grond
goed op temperatuur, zo-
dat de microbiële activiteit
er veel hoger is dan in de
openlucht.
10. ln-situreiniging bestaat
uit het rondpompen van
water door de verontrei-
nigde grond, die daarbij
gewoon op z'n plaats kan
blijven. Het water spoelt
de verontreinigingen uit.
Somskanhetvervuilde wa-
ter via het riool worden af-
gevoerd, maar vaak be-
vindt zich bij de te reinigen
plek een installatie voor de
behandeling van afvalwa-
ter.
11en 12.Aan de TU Delft
experimenteren bodemrei-
nigers met een slurriereac-
tor(12),waarin4m3vervuil-
de modder kanworden be-
handeld. In de homogene
slurrie is de beschikbaar-
heid van verontreinigingen
voorde bacteriën erg hoog.
De afbraak verloopt dan
ook snel. Er bestaan al
plannen om de methode







oorzaken niet op. Zo is de toevoer van nutriën-
ten en zuurstofbeperkt. Veel van de verbindin-
gen komen in sterk wisselende hoeveelheden in
de bodem voor en vaak blijven na gedeeltelijke
afbraak componenten over die slecht beschik-
baar zijn. De meeste verontreinigingen bestaan
uit mengsels van stoffen die met verschillende
snelheden worden omgezet. De stoffen komen
vaak in zulke lage concentraties voor, dat ze on-
voldoende energie leveren voor exponentiële
groei. Als de organismen al goed groeien, val-
len er vele ten prooi aan predatoren, bijvoor-
beeld protozoën (eencellige dieren) die in de
bodem aanwezig zijn.
In plaats van exponentieel, verloopt de af-
braak van verontreinigingen in grond volgens
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13.Enten blijkt van grote in-
vloed op de afbraaksnel-
heid van verontreinigingen
in een slurrie. De afbraak
van benzeen komt sneller





14.Soms is grond zo ern-
stig vervuild, dat geen en-
kele betaalbare reinigings-
methode soelaas kan bie-
den. Op de Maasvlakte is
een depot in gebruik waar
dergelijke grond, samen
metander zwaar chemisch
afval, tot in lengte van da-
gen kan blijven.
13 14
de eerste-orde kinetiek: de afbraaksnelheid is
evenredig met de concentratie, en neemt dus af
in de tijd. Het verwijderen van restconcentra-
ties kan ten gevolge daarvan lang duren, mede
doordat vooral de lastigste componenten, die
vaak in bodemdeeltjes zijn geabsorbeerd, over-
blijven.
Bij cometabolische afbraak vermenigvuldi-
gen de organismen die voor afbraak zorgen zich
niet, omdat er geen energie vrijkomt voor groei.
In dit geval kan het nodig zijn andere maatrege-
len te treffen om het aantal actieve micro-orga-
nismen in de grond te vergroten. Zo kunnen
bacteriën die cometabolisch gechloreerde
koolwaterstoffen afbreken, worden gestimu-
leerd door toediening van methaan of aromati-
sche verbindingen.
Adaptatie en enten
Het verschijnsel dat biodegradatie van een stof
eerst niet optreedt maar na een bepaalde tijd
wel op gang komt, noemt men adaptatie. De
vertraging kan verschillende oorzaken hebben
en zal bijvoorbeeld optreden wanneer de mi-
cro-organismen die tot afbraak in staat zijn
eerst flink in aantal moeten toenemen voor de
afbraak duidelijk blijkt. Het kan ook zo zijn dat
de bij afbraak betrokken enzymen pas worden
gevormd (inductie) onder omstandigheden die
na enige tijd ontstaan, bijvoorbeeld nadat eerst
eenvoudiger te mineraliseren verbindingen zijn
afgebroken. Soms kunnen de micro-organis-
men de benodigde enzymen niet eens maken en
zijn er eerst genetische veranderingen nodig;
het spreekt voor zich dat het toeval en de na-
tuurlijke selectie die daaraan ten grondslag lig-
gen enige tijd vergen.
Het belang van adaptatie is vooral duidelijk
bij milieuvreemde verbindingen. Adaptatiepe-
rioden variëren van uren tot maanden, en han-
gen af van de grondsoort. De kans dat micro-
organismen aanwezig zijn die verontreinigin-
gen kunnen mineraliseren zal groter zijn wan-




Het gevolg hiervan is dat stoffen die in prin-
cipe afbreekbaar zijn soms niet of pas na een
langdurig verblijf in de bodem worden omge-
zet. Zeker wanneer de condities ongunstig zijn
voor de spontane groei van de gewenste orga-
nismen, kunnen we een snellere adaptatie wel-
licht bewerkstelligen door de micro-organis-
men van buiten af toe te dienen.
In het laboratorium is inmiddels aangetoond
dat door middel van dit enten stoffen kunnen
worden afgebroken die anders nauwelijks wor-
den gemineraliseerd. Op praktijkschaal zijn de
ervaringen met het enten van organismen nog
beperkt. Kort geleden zijn in het buitenland op
kleine schaal successen geboekt bij in-situ-en-
ting met organismen die cometabolisch tri-
chlooretheen omzetten en met organismen
voor de afbraak van pentachloorfenol. De re-
sultaten geven duidelijk aan dat wanneer orga-
nismen worden gebruikt die een sterk concur-
rerend vermogen hebben er in een aantal situa-
ties door enting een versnelde afbraak bereikt
kan worden.
Milieubiotechnologie
De afbraakcapaciteit van de micro-organismen
in de bodem maakt het mogelijk tal van veront-
reinigingen onschadelijk te maken. Knelpun-
ten liggen er nog bij de tamelijk hoge restcon-
centraties die na een behandeling overblijven.
Gericht onderzoek naar de factoren die op mi-
croschaal de snelheid van biodgradatie beïn-
vloeden, dient meer inzicht te geven in de oor-
zaken van beperkte beschikbaarheid. Dit on-
derzoek zal tevens onmisbaar blijken voor het
verder ontwikkelen van efficiënte processen
voor biologische bodemreiniging. Ook een
ecotoxicologische beoordeling van behandelde
bodems is gewenst.
De veelzijdigheid van micro-organismen
heeft microbiologen steeds weer versteld doen
staan. Het is te verwachten dat microbiële acti-
viteiten steeds meer zullen betekenen voor bio-
logische bodemreiniging en andere milieubio-
technologische processen.
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